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Protein-charged microparticles preparation, useful in e.g. diagnostic assays, 
comprises heating suspension of microparticles and protein material, then 
irradiating with ultraviolet light 
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Abstract of DE1 9924643 

Preparation of protein-charged microparticles involves: (a) contacting microparticles with protein 
material in a suspension; (b) heating the suspension uniformly to 25-70 deg C over 10-90 minutes; (c) 
maintaining the temperature attained in step (b) for 0-50 hours; and (d) irradiating the suspension with 
ultraviolet light in the absence of a photolinker. Independent claims are included for: (1) protein- 
charged microparticles obtained by the process; and (2) a modular apparatus for carrying out the 
process, comprising the following modules, connected by lines: (a) a charging reactor, provided with a 
heating mantle and a stirrer; and (b) an irradiation module, consisting of a outer tube permeable to UV 
light and an unconnected, free-floating internal body of smaller diameter, such that the particle 
suspension passes through the space between the outer tube and inner body, the outer tube being 
surrounded by a UV source. 
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© Verfahren zur Herstellung von Protein-beladenen Mikropartikeln sowie die dazu verwendete Vorrichtung 

@ Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von 
Protein-beladenen Mikropartikeln durch Warmebehand- 
lung einer das Proteinmaterial enthaltenden Suspension, 
wobei die Suspension so erwarmt wird, dafc die Tempera- 
tur innerhalb von 10 bis 90 Minuten gleichmafcig auf 25 
bis 70°C gesteigert wird, dann die Temperatur uber einen 
Zeitraum von 0 bis 50 Stunden aufrechterhalten wird und 
die Suspension in Abwesenheit von Photolinkern mit UV- 
Licht bestrahlt wird. Aufierdem betrifft die Erfindung eine 
fur ein derartiges Verfahren verwendete Vorrichtung und 
derartige Protein-beladene Mikropartikel. 
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Bcschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Her- 
stellung von Protein-beladenen Mikropartikeln durch War- 
mebehandlung der Protein-beladenen Mikropartikel in Sus- 5 
pension. Weiterhin belrifft die Erfindung eine Vorrichtung 
zur Durchfuhrung dieses Verfahren s und die mil diesem 
Verfahren herstellbaren Mikropartikel. 

Protein-beladene Mikropartikel (auch "Beads" genannt) 
sind bekannt und werden vielfach in medizinischen, immu- 10 
nologischen und diagnostischen Nachweisverfahren als 
Testphase verwendet. Die unbeladenen Ausgangspartikel 
bestehen vorwiegend aus Latex, beispielsweise Polystyrol- 
Latcx, und sind oft durch einen Anteil an Magnctit magncti- 
sierbar. Die Kopplung von Protein an die Latexpartikel er- 15 
folgt bekanntermaBen in der Regel durch chemische Linker 
(kovalente Bindung) oder durch Adsorption (nicht kova- 
lente Bindung), die thermisch durchgefuhrt werden kann. 

Die im Stand der Technik beschriebenen kovalenten 
Kopplungsverfahren gehen von verschiedenen, funktionelle 20 
Gruppen (-COOH, -Tosyl, etc.) aufweisenden Mikroparti- 
keln (funktionalisierte Parti kel) aus und nutzen diese Funk- 
tionen zur Ausbildung der kovalenten Bindungen mit den 
Proteinen. 

Kovalente Kopplungsverfahren unterscheiden sich von 25 
adsorptiven Kopplungsverfahren dadurch, daB die bei erste- 
rem verwendeten funktionalisierten Partikel deutlich hydro- 
philiere Oberflachen besitzen als nicht funktionalisierte Par- 
tikel. Dadurch wird der Anteil an adsorptiv gebundenen, 
Blutung verursachenden Proteinmolekule reduziert. "Blu- 30 
tung" bedeutet, daB sich nicht oder schwach gebundenes 
Protein wieder ablest. Dauerhaft wird nur Protein gebunden, 
welches mit den funktionellen Gruppen auf der Partikel- 
oberflache kovalent reagiert hat. Allerdings weisen die Aus- 
gangspartikel eine hohe Chargenvarianz und geringe Lager- 35 
stabilitat der funktionellen Gruppen auf der Oberflache auf, 
was nach der Beladung zu niedrigen und/oder stark schwan- 
kenden Ergebnissen fuhrt. Daher war eine groBtechnische 
Herstellung bisher nicht moglich. Der Grund ist, daB die auf 
der Oberflache vorhandene Anzahl der zuganglichen funk- 40 
tionellen Gruppen (Chargenabhangigkcit) und die GroBe 
(raumliche Ausdehnung) des zu koppelnden Proteins limi- 
tierend sind. Daraus ergibt sich der zusatzliche Nachteil ge- 
ringer Bindekapazitat bei kovalenten Kopplungsverfahren. 

Giese offenbart in US 4,478,914 und US 4,656,252 45 
Kopplungsverfahren, durch die eine mehrschichtige Bela- 
dung (Multi -layer) von Oberflachen mit funktionellem Pro- 
tein erreicht wird. Hierbei wurde Biotin kovalent an die 
Oberflache gebunden und anschlieBend wiederholt Avidin 
und ein Biotin-gekoppelter Extender an das zu beladene 50 
Material gebunden, wobei ungebundene Substanz jeweils 
durch Waschen entfemt wurde. Bei einem solchen Mehr- 
schicht- Verfahren kann es durch verzogerte Desorption zu 
einer verspateten Blutung kommen. 

Bei herkommlichen Waschschritten werden die belade- 55 
nen Teilchen durch Zentrifugieren oder magnetische Ab- 
trennung pclleliert und resuspendiert, was ebenfalls zu einer 
Reduktion der Stabilitat der beladenden Mikropartikel fuhrt. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es demnach, ein 
Verfahren bereitzustellen, mit dem die groBtechnische Her- 60 
stellung von Proteinbeladenen Mikropartikeln ermoglicht 
wird, wobei vor allem chargenunabhangige, gleichbteibende 
Produktqualitat Ziel der Erfindung ist. Die dazu verwendete 
Vorrichtung ist ebenfalls Teil der Erfindung. Weiterhin beab- 
sichtigt die Erfindung, Protein-beladene Mikropartikel be- 65 
reitzustellen, die durch dieses Verfahren erhaltlich sind und 
eine hohe Bindekapazitat bei gleichzeitig geringer Blutung 
sowie hohe LagerHihigkeit aufweisen. 
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GcmaB einer Ausfuhrungsform der Erfindung wird diese 
Aufgabe durch ein Verfahren zur Herstellung von Protein- 
beladenen Mikropartikeln durch Warmebehandlung einer 
das Proteinmaterial enthaltenden Suspension gelost, umfas- 
send die Schritte (a) Inkontaktbringen von Mikropartikeln 
mil Proteinmaterial in einer Suspension, (b) gleichmaBiges 
Erwarmen der Suspension auf eine Temperatur von 25 bis 
70°C uber einen Zeitraum von 10 bis 90 min. (c) Aufrecht- 
erhalten der in (b) erreichten Temperatur iiber einen Zeit- 
raum von 0 bis 50 h, (d) Bestrahlen der Suspension mit UV- 
Licht in Abwesenheit eines Photolinkers. 

Die zu beladenen Mikropartikel oder Beads, die fur das 
Verfahren der vorliegenden Erfindung verwendet werden 
konnen, sind mikrodispers und werden in Suspensionen mit 
Konzentrationen von unter 20%, bevorzugt unter 10% Ge- 
wicht pro Volumen verwendet, wobei ein Bereich von 0,1 
bis 10% Gew./Vol. insbesondere von 0,2 bis 2% GewWol. 
bevorzugt ist. Im Gegensatz zu bei kovalenten Verfahren be- 
notigten funktionalisierten Partikeln, werden fur das Verfah- 
ren der vorliegenden Erfindung nicht funktionalisierte Parti- 
kel als Ausgangsmaterial verwendet, die sich in waBriger 
Phase hydrophob verhalten, d. h. sie weisen keine hydrophi- 
len Funktionen auf der Oberflache auf, welche die Hydro- 
phobitat merklich herabsetzen konnen. Sie konnen aus La- 
tex und ahnlichen Materialien bestehen, bevorzugt aus Poly- 
styrol-Latex und gegebenenfalls magnetisierbares Material 
wie etwa Magnetit enthalten. Die PartikelgroBe der unbela- 
denen Teilchen liegt bevorzugt im Bereich von 50 nm bis 
25 urn. Im Falle von Magnetpartikeln liegt die bevorzugte 
GroBe im Bereich von 0,5 um bis 25 um, da in diesem Be- 
reich die Magnetseparation gunstig funktioniert. Geeignet 
sind beispielsweise Dynabeads der Firma Dynal mit einer 
GroBe von 2,8 um, bestehend aus 88% Polystyrol und 12% 
Magnetit oder magnetische und nichtmagnetische Partikel 
der Marke Estapor der Firma Merck. 

Das auf die Partikel zu bindende, bevorzugt polymeri- 
sierte Proteinmaterial besitzt bevorzugt ebenfalls eine hy- 
drophobe Oberflache und hat eine GroBe von mindestens 
20 nm bis 300 nm, bestimmt durch Photonenkorrelations- 
spektroskopie (PCS), wobei ein GroBenbereich von 50 nm 
bis 200 nm bevorzugt ist. Bevorzugte GroBenkorrelationen 
zwischen Partikel und polymerisiertem Protein liegen im 
Bereich von > 10 : 1, bevorzugt > 15 : 1 und besonders be- 
vorzugt > 20 : 1 (Partikeldurchmesser : Proteindurchmes- 
ser). Fur die vorliegende Erfindung besonders geeignete 
Materialien sind hochmolekulare Proteine oder polymeri- 
sierte Proteine, wie etwa polymerisiertes Streptavidin (SA- 
Poly). Es wurde gefunden, daB polymerisierte Proteine star- 
ker auf Oberflachen adsorbieren. Der Grund ist wahrschcin- 
lich, daB polymerisierte Proteine eine groBere Anzahl an 
Kontaktstellen aufweisen. Somit ware immer noch eine aus- 
reichende Bindung an die Oberflache gewahrleistet, auch 
wenn sich einzelne Kontaktstellen losen. Bei Monomeren 
mit wenigen bis einer einzigen Kontaktstelle lost sich das 
ganze Monomer ab, sobald sich die Kontaktstelle lost. Poly- 
merisierung kann in bekannter Weise bei Streptavidin durch 
chemische Behandlung erreicht werden. Ebenfalls beson- 
ders geeignet sind polymerisierte Antikorper. 

Die Blutungsneigung wird in Nanogramm (Biotin-binde- 
fahiges SA-Monoaquivalent) pro Milligranim (Mikroparti- 
kel) angegeben. Das heiBt, daB abgeblutetes (Biotin-binde- 
fahiges) SA-Poly mittels einer SA-Mono-Eichkurve be- 
stimmt wird ("Sandwich-Test" mit Biotin-Hibe und Biotin- 
POD). Hier liegen die Werte bei Raumtemperatur bevorzugt 
bei < 250 ng/mg, starker bevorzugt bei < lOOng/mg, noch 
starker bevorzugt bei < 80 ng/mg und am meisten bevorzugt 
bei < 40 ng/mg. Nach Methoden des Stands der Technik 
werden Blutungen von ca. 400 ng/mg erreicht. 
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Das Inkontaktbringcn der Mikropartikclsuspcnsion mil 
dem hochmolekularen Proteinmaterial im Verfahren der 
vorliegenden Erfindung erfolgt bevorzugt bei Normal tem- 
peratur (norrnalerweise Raumtemperatur, ca. 20 bis 23°C), 
d. h. das Proteinmaterial wird nicht vortemperiert. Wahrend 5 
des Inkontaktbringens, bevor mit der Erwarmung begonnen 
wird, erfolgt im allgemeinen bereits eine adsorptive Bela- 
dung der Mikropartikel mit dem Proteinmaterial. Die an- 
schlieBende Erwarmung muB nicht sofort erfolgen, sonder 
kann mit beliebiger Verzogerung vorgenommen werden. 10 
Bevorzugt betragt der Zeitraum vor dem Temperaturanstieg 
1 bis 60 Minuten. Die Temperatur wird dann gleichmaBig 
innerhalb von 10 bis 90, bevorzugt 10 bis 60 Minuten auf 
eine Temperatur von 25°C bis 70°C\ bevorzugt 35 bis 65°C 
erhbht. Theoretisch kann bis auf eine Temperatur erhitzt 15 
werden, bei der die Proteine ihre Funktion einbuBen. Die so 
erreichte Beladungstemperatur von 25 °C bis 70°C wird 
dann fiir einen fur die gewiinschte Beladung ausreichend 
langen Zeitraum aufrechterhalten. Dieser kann von 0 bis 50, 
bevorzugt bis 20 Stunden betragen. Besonders bevorzugt 20 
betragt er von 1 bis 20 Stunden. 

Es wird angenommcn, daB hierbei die innerhalb der er- 
sten Minuten bereits an der Oberflache angelagerten Pro- 
teinpartikel weiteren Veranderungen unterliegen, die einer 
Art Weiterpolymerisation oder Weitervemetzung entspre- 25 
chen, wobei weitere Hydrophobisierung erreicht wird. Wird 
namlich die Erwarmung von polymerem Streptavidin (SA- 
Poly) vor der Beladung durchgefuhrt, so wird keine signifi- 
kante Beladung erreicht. Die oben beschriebene Tempera- 
turfuhrung hat auch den Vorteil, daB auf diese Weise die Be- 30 
ladungsmenge gesteuert werden kann. Entscheidend ist 
hierbei die Temperaturanstiegskurve. Die fiir eine ge- 
wunschte Beladung notige Temperaturkurve kann durch den 
Fachmann empirisch ermittelt werden. Fur die beschriebe- 
nen Bindekapazitaten/Blutungsneigungen envies sich z. B. 35 
cin Temperaturanstieg von von 10 bis 90 Minuten bei 25 bis 
70°C als besonders geeignet. Dabei liegt der Temperaturan- 
stieg bei 0,03°C/min bis 5°C/min. bevorzugt 0,5°C/min bis 
2°C/min. Vor der UV-Bestrahlung oder/und der Abtrennung 
von nicht gebundenem Proteinmaterial kann die Suspension 40 
wieder auf eine niedrigere Temperatur als die bei der Bela- 
dung verwendete abgekuhlt werden. 

Nach der Beladung und der Warmebehandlung konnen 
bevorzugt bereits ein erster oder mehrere erste Abtrenn- 
schritt(e) folgen, die dazu dienen, schwach oder nicht adsor- 45 
biertes Protein zu entfernen. Dies kann von Vorteil sein, da 
bei der anschlieBenden UV-Fixierung ungebundenes Protein 
verandert wird und eine mogliche weitere Quervernetzung 
zu groBeren Strukturen ruhren kann, welche das Abtrcnnen 
von den Mikropartikeln erschweren. Wesentlich ist jedoch 50 
eine Abtrennung des nicht gebundenen Proteins nach der 
weiter unten naher beschriebenen UV-Licht-Fixierung. Die 
folgende Erlauterung der Abtrennung gilt daher sowohl 
wenn nur nach der UV-Fixierung als auch wenn vor dersel- 
ben abgetrennt wird. 55 

Die Abtrennung kann durch herkommliche Verfahren, 
wie beispielsweise magnctische Trennung im Falle von Ma- 
gnetit enthaltenden Mikropartikeln, durchgefuhrt werden. 
Bevorzugt ist fur das Verfahren der vorliegenden Erfindung 
eine Abtrennung in einer Mikrofiltrationseinheit durch 60 
Siebe, Filter oder Membranen. Diese konnen sowohl hydro- 
phil als auch hydrophob sein, es ist jedoch im letztcrcn Fall 
bevorzugt, sie vor dem Einsatz in einen hydrophilen Zu- 
stand zu uberfuhren, was auf herkommlich Art und Weise 
geschehen kann. Sie weisen bevorzugt eine PorengroBe auf, 65 
welche zwischen der GroBe der Mikropartikel und der 
GrbBe des hochmolekularen Proteinmaterials liegt. Beson- 
ders geeignete PorengroBen liegen im Bereich von etwa 



50% ubcr der GrbBe des abzutrcnnenden Proteins, d. h. ca. 
50 nm bis 2,5 um. Membranen mit PorengroBen von 0,4 um, 
bevorzugt 0,45 um bis 2,5 um, bevorzugt bis 2 um sind be- 
sonders geeignet. 

Die Abtrennung kann einmal oder mehrmals durchge- 
fuhrt werden, wobei ein Puffer oder ein Puffersystem, beste- 
hend aus unterschiedlichen Puffem, verwendet werden 
kann. Die Puffer enthalten bevorzugt Salze und waschaktive 
Substanzen zur Verdrangung/Solubilisierung nicht- oder 
schwachgebundener Proteine sowie sogenannte "blocking 
agents" (z. B. Serumalbumin) zum Auffullen noch freier 
Partikeloberflache. Bevorzugt wird der Abtrennschritt 
mehrmals, vorzugsweise dreimal, mit unterschiedlichen 
Puffern durchgefuhrt, die sich jeweils im Salz- und Dcter- 
genzgehalt voneinander unterscheiden. Die Abtrennung er- 
folgt unter einem Volumenaustausch von dem 5- bis 15-fa- 
chen des Ansatzvolumens. Wichtig fiir die EfTektivitat der 
Abtrennung ist sowohl die Abtrennzeit (Zeitspanne, in der 
die Partikel in einer bestimmten Pufferlosung suspendiert 
sind) als auch der Fluss und Druck und deren Kombination 
im Abtrennsystem. FluB und Druck sind abhangig von der 
jeweils verwendeten Anlage und konne vom Fachmann er- 
mittelt werden. Abgetrennter Puffer kann durch Messung 
der Fullstandshohe festgestellt und entsprechend durch fri- 
schen Puffer ersetzt werden. 

Nach der thermischen Adsorption und gegebenenfalls 
Abtrennschritten wird das an die Oberflache der Mikroparti- 
kel adsorbierte Protein durch UV-Bestrahlung fixiert. Diese 
Fixierung setzt die spatere Blutungsneigung deutlich herab. 
Der Grund ist vermutlich eine weitere, durch das UV-Licht 
hervorgerufene unspezifische Vernetzung der auf der Ober- 
flache der Mikropartikel adsorbierten Proteine. Die verwen- 
dete Wellcnlange des UV-Lichts liegt im Bereich von 220 
bis 460 nm und betragt fiir SA-Poly bevorzugt 300 bis 
420 nm starker bevorzugt mindestens 340 nm. Wichtig ist 
hierbei, daB die Wellenlange so gewahlt wird, daB uner- 
wiinschte Veranderungen des Proteins vermieden werden, 
wie etwa solche, die das Bindungsvermogen des Proteins 
beeintrachtigen. Sie kann durch einfache Vorversuche vom 
Fachmann leicht optimiert werden. Es hat sich uberraschen- 
derweise gezeigt, daB bessere Ergebnisse bei der Beladung 
erzielt werden, wenn dabei kein Photolinker verwendet 
wird. 

Als nachster Verfahrensschritt erfolgt bevorzugt nach der 
UV-Bestrahlung die ggf. zweite Abtrennung des nicht fest 
an die Oberflache der Partikel gebundenen Proteins durch 
das oben bereits beschriebene Verfahren. Es konnen natiir- 
lich auch zwei Abtrennungen (mit jeweils 1 bis 5 Schritten) 
jeweils vor und nach der Bestrahlung erfolgen. 

Es wird bevorzugt wahrend des gesamten Verfahrens dar- 
auf geachtet, daB eine Sedimentation der Mikropartikel ver- 
hindert wird. Besonders vorteilhaft ist es, zudem eine Sedi- 
mentation wahrend der Abtrennung zu vermeiden. Zu die- 
sem Zweck muss die Suspension in geeigneter Weise be- 
wegt werden, was beispielsweise durch Ruhren, Umpum- 
pen, Einleitung von Dispergierenergie oder jedwede Kombi- 
nation solchcr MaBnahmen oder durch andere geeignete 
physikalische Methoden erreicht werden kann. 

Die Abfullung der beladenen Partikel erfolgt ebenfalls 
auf bevorzugt sterile Art und Weise in einem dafur vorgese- 
henen Abfuilmodul. 

Ein weitercr Gcgenstand der vorliegenden Erfindung ist 
eine Vorrichtung zur Durchfuhrung des obigen Verfahrens. 

Eine solche Vorrichtung ist bevorzugt in Modulbauweise 
angelegt, wobei die Module durch Leitungen miteinander 
verkniipft sind, durch welche die Mikropartikelsuspension 
von einem Modul oder GefaB in ein anderes gelangen kann. 
Die wichtigsten Module sind ein Beladereaktor, ein Belich- 
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tungsmodul, cin Abtrennmodul und ein Abfullmodul, sowic 
VorratsgefaBe fiir Pufferlosungen. Eine erflndungsgemaBe 
Vorrichtung zur Beladung von Mikropartikeln ist in der 
Lage, bei normalem Betrieb eine Sedimentation der Mi- 
kropartikel weitgehend zu verhindern. Dazu dient bevorzugt 5 
eine Pumpe, die einzelnen Module konnen jedoch auch mi it 
Ruhrvorrichtungen versehen sein. Durch die Modulbau- 
weise ist es moglich, auch wahrend des Betriebes einzelne 
Module zu sterilisieren, indem sie durch Ventile in den Lei- 
tungen vom FluB durch die iibrigen Komponenten der An- 10 
lage abgetrennt werden. 

Zum Betrieb werden zunachst die Mikropartikel in den 
Beladereaktor gefullt, wobei Puffer aus einem der Vorlage- 
gefaBe zugegeben werden kann. Als nachstes crfolgt die 
Proteinzugabe, was bereits unter sterilen Bedingungen ge- 15 
schehen kann. AnschlieBend wird dann die Temperatur des 
Reaktorinhalts erhoht, um die Beladung zu erreichen. Fiir 
die Abtrennung nicht oder schwach adsorbierten Proteins 
wird der Inhalt des Reaktors in die Mikrofiltratioriseinheit 
(Abtrennmodul) weitergepumpt. Diese kann z. B. aus einem 20 
Hohlfaserfilter bestehen, der ein rohrforrniges Filterelement 
enthalt, welches von der Suspension durchstromt wird. Das 
Filterelement enthalt die oben genannten Membranen, wel- 
che vorzugsweise aus Keramik und/oder Polypropylen be- 
stehen. Jedoch eignen sich auch andere Filtermaterialien, 25 
die eine hydrophile Oberflache und geeignete Porendurch- 
messer zwischen der ProteingroBe und dem Parti keldurch- 
messer aufweisen. Bevorzugt ist ein mehrmaliger Durchlauf 
der Mikrofiltrationseinheit vorgesehen, wobei die Suspen- 
sion in einem Kreislauf uber den Reaktor wieder in die Fil- 30 
trationseinheit gepumpt wird. Auf diese Weise konnen ver- 
schiedene Puffer eingesetzt werden, die jeweils von den 
VorlagcgcfaBcn in den Reaktor eingeleitet werden. Abge- 
trennter Puffer kann dabei durch Messung der Fullstands- 
hohe im Reaktor festgestellt und entsprechend im Reaktor 35 
durch frischen Puffer ersetzt werden. 

Nach der Abtrennung oder auch vor einer ersten Abtren- 
nung des ungebundenen Proteins wird die Suspension in das 
Belichtungsmodul gepumpt, wo sie unter den oben be- 
schriebenen Bedingungen mit UV-Licht bestrahlt wird. 40 
Hierbei besteht das Problem, daB es sich um konzentrierte 
und daher haufig triibe Suspensionen handelt, die nur be- 
grenzt fur UV-Licht durchlassig sind. Um diese Schwierig- 
keit auszuschalten, werden extrem diinne Schichten der Sus- 
pension bestrahlt. Dies wird vorzugsweise dadurch erreicht, 45 
daB man einen auBeren UV-Licht-durchlassigen Hohlkor- 
per, z. B. ein Quarzglasrohr verwendet, in welchem sich ein 
rohrfbrmiger, geschlossenes Korper mit einem Durchmesser 
befindet, der mit dem UV-durchlassigen Rohr einen rohrfor- 
migen Spalt von etwa 0,5 bis 10 mm Dicke bildet. Der in- 50 
nere Korper ist vorzugsweise nicht befestigt, sondern wird 
freischwimmend gehalten. Dabei kann der Fluss durch die 
Einheit so geregelt werden, daB der innere Schwimmer tat- 
sachlich immer schwebend vorliegt. Diese Ausfuhrungs- 
form hat den Vorteil, daB der Schwimmer einzeln durch Er- 55 
hitzen sterilisierbar ist. 

Besonders bevorzugt ist der Schwimmerkorper in der 
Lage, UV-Licht zu reflektieren, z. B. durch eine polierte 
Oberflache. Besonders bevorzugt wird daher als Material fur 
den Schwimmer polierter Edelstahl verwendet. Beispiels- 60 
weise kann der Schwimmer einen Durchmesser von 75 mm 
aufweisen und zum Quarzrohr einen Spaltabstand von 2 mm 
aufweisen, durch den die zu bestrahlende Suspension 
stromt. 

Die UV-Lichtquelle ist um das Quarzrohr herum ange- 65 
bracht. Sie kann z. B. ein aus mehreren (z. B. sechs) Licht- 
rohren bestehender Kafig sein, wobei die Wellenlange durch 
einen folienformigen Filter geregelt wird, der um das Quarz- 
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rohr gewickclt wird. Ein wciterer Vorteil dieses Moduls ist, 
daB das Totvolumen auBerst gering gehalten wird. Die Tot- 
volumina der Leitungen, welche die verschiedenen Einhei- 
ten miteinander verbinden, sind zweckmaBig so gewahlt, 
daB ein Ruckspulen einer Einheit moglich ist, ohne daB da- 
durch die anfangs angegebenen Konzentrationsgrenzen un- 
ter- bzw. uberschritten werden. 

Weiterhin weist die Vorrichtung ein Abfullmodul auf, 
durch das die fertigen beladenen Mikropartikel steril abge- 
fullt werden konnen. 

Die gesamte Vorrichtung stellt ein geschlossenes System 
dar und kann unter sterilen Bedingungen im Dauerbetrieb 
gehalten werden, da alle Module durch die erfindungsge- 
maBe Anordnung einzeln sterilisierbar sind. Sie ist gleicher- 
maBen fur Dauer- oder Batch-Betrieb geeignet. 

Figurenbeschreibung 

Fig. 1 zeigt eine schematische Darstellung einer Bead- 
Coating-Anlage mit den einzelnen Modulen, die durch Lei- 
tungen verbunden sind. 

Fig. 2 zeigt ein schematische Darstellung des Belich- 
tungsmoduls. 

Eine spezielle Ausfuhrungsform der Vorrichtung ist in 
den Fig. 1 und 2 dargestellt. Sie besteht aus verschiedenen 
Anlagekomponenten (Modulen). Fig. 1 zeigt als Einzelkom- 
ponenten einen heizbaren Beladereaktor 1, ein Belichtungs- 
modul 2, ein Abtrennmodul 3 und ein Abfullmodul 4. Au- 
Berdem sind drei VorlagegefaBe 5, 6 und 7 dargestellt, wel- 
che als VorratsgefaBe fur Puffer dienen. Alle Module und 
die VorlagegefaBe sind mit Leitungen 8 miteinander verbun- 
den, welche mit Ventilen versehen sind. Desweiteren enthalt 
diese bevorzugte Ausfuhrungsform der Bead-Coating-An- 
lage eine Pumpe 9, welche den gewiinschten FluB durch die 
einzelnen Module gewahrleistet. Die zentrale Einheit ist ein 
mit einer Ruhrvorrichtung 10 versehener Beladereaktor 1 
mit Heizmantel 11, in den die Partikel eingebracht werden. 
Zusatzlich kann aus einem der- VorlagegefaBe 5, 6 oder 7 
Puffer in den Beladereaktor geleitet werden, um die Partikel 
weiter zu suspendieren. Da die verwendbaren Mikropartikel 
meist nicht in sterilem Zustand erhaltlich sind, kann an- 
schlieBend eine Sterilisation mittels Erwarmung durch den 
Heizmantel 11 erfolgen. Nach der Sterilisation wird der Re- 
aktor wieder auf die Ausgangstemperatur abgekuhlt, und es 
erfolgt, falls notig eine Umpufferung der Mikropartikel in 
den sogenannten Beladepuffer (enthaltend 40 bis 60 mM 
Kaliumphosphat) aus einem der VorlagegefaBe 5, 6 oder 7, 
welcher die Losung, in der die Partikel suspendiert sind, er- 
setzt. Die Anordnung der Leitungen 8 macht deutlich, daB 
die Mikropartikelsuspension aus dem Beladereaktor direkt 
in das Belichtungsmodul 2 oder auch erst in das Abtrennmo- 
dul 3 geleitet werden kann. Somit sind auch mehrere Durch- 
laufe der einzelnen Module moglich. 

Das Belichtungsmodul 2 ist detaillierter in Fig. 2 darge- 
stellt. Die Pfeile zeigen den RuB der Mikropartikelsuspen- 
sion durch das Modul an. Zu sehen ist das auBere Rohr 12, 
der innere Korper 13, welcher nicht befestigt ist, sondern 
freischwimmend vorliegen kann, sowie die UV-Lichtquelle 
14. Diese bestrahlt die Flussigkeit im Zwischenraum 15. 

Ein weiterer Gegenstand der Erflndung sind Protein-bela- 
dene Mikropartikel, die durch das obige Verfahren unter 
Verwendung der dazugehorigen Vorrichtung erhalten wer- 
den konnen und die sich dadurch auszeichnen, daB sie eine 
geringere Blutungsneigung aufweisen als herkommliche, 
mit Hilfe von bekannten adsorptiven Kopplungsverfahren 
hergestellte Proteinbeladene Mikropartikel. Bevorzugt wird 
als Proteinmaterial SA-Poly verwendet. Die Blutungsnei- 
gung wird in Nanogramm (Bioun-bindefahiges SA-Monoa- 
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quivalcnt) pro Milligramm (Mikropartikcl) angcgcbcn. Das 
heiBl, daB abgeblutetes (Biotin-bindefahiges) SA-Poly mit- 
tels einer SA-Mono-Eichkurve beslimmt wird ("Sandwich- 
Test" mit Bioun-Tube und Biotin-POD). Hier liegen die 
Werte bei Raumtemperatur bevorzugt bei < 250 ng/mg, star- 5 
ker bevorzugt bei < 100 ng/rng, noch starker bevorzugt bei < 
80 ng/mg und am meisten bevorzugt bei < 40 ng/mg. Nach 
Methoden des Stands der Technik werden Blutungen von ca. 
400 ng/mg erreicht. Nach Modellbelastung (3 Wochen, 
35°C bei permanentem Mischen) wurde bei erfindungsge- 10 
maBen Mikropartikel eine Blutung von < 240 ng/mg gemes- 
sen. Die Bindekapazitat der beladenen Mikropartikel wird 
in Nanogramm (gebundenes 14 C-Biotin) pro Milligramm 
(Mikropartikcl) angegebcn. Bevorzugt betragt die Bindeka- 
pazitat > 250 ng/mg, starker bevorzugt > 400 ng/mg, noch 15 
starker bevorzugt > 500 ng/mg. Die Bindekapazitat kann bis 
zu 1000 ng/mg betragen. Der bevorzugte Bereich leigt bei 
400 bis 600 ng/mg. Bei Verwendung von groBerem SA-Poly 
bis zu 200 nm sind mit dem erfindungsgemafien Verfahren 
noch hohere Werte erreichbar. 20 
Das folgende Beispiel erlautert die Erfindung weiter. 

Bei spiel 

Herstellung von Streptavidin-beladenen Beads 25 

Streptavidin (Roche Diagnostics) wurde in einer Konzen- 
tration von 2 mg/ml in 50 mM K 2 HP0 4 , pH 7,0 zu einer 
l%igen Beadsuspension von unbeladenen Mikropartikeln 
(Uncoated Beads M-270, Fa. Dynal) bei 20°C hinzugegc- 30 
ben. AnschlieBend wurde die erhaltene Suspension uber ei- 
nen Zeitraum von 40 Minuten auf 50°C erwarmt und fur 10 
Stunden bei dieser Tempcratur gehalten. Danach wurde die 
Suspension wieder auf 20°C abgekuhlt. Im AnschluB daran . 
wurde nicht gebundenes Straptavidin durch Filtration durch 35 
eine Membran mit einem Porendurchmesser von 0,45 um 
gegen 5 Volumen des Beladepuffers entfemt. Zur Fixierung 
des gebundenen Streptavidins wurde die l%ige Suspension 
mit UV-Licht bestrahlt. Die Streptavidinbeads wurden an- 
schlieBend mit 10 Volumen 50 mM K 2 HP0 4 , pH 7,0 gewa- 40 
schen. Das Material wurde nach Zugabe eines Biozids bei 
4°C gelagert. 
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1. Verfahren zur Herstellung von proteinbeladenen 
Mikropartikeln umfassend die Schritte 

(a) Inkontaktbringen von Mikropartikeln mit Pro- 
teinmaterial in einer Suspension, 

(b) gleichmaBiges Erwarmen der Suspension auf 50 
25 bis 70°C uber einen Zeitraum von 10 bis 

90 min. 

(c) Aufrechterhalten der in (b) erreichten Tempe- 
ratur uber einen Zeitraum von 0 bis 50 h, 

(d) Bestrahlen der Suspension mit UV-Licht in 55 
Abwesenheit eines Photolinkers. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB eine Mikropartikel-Suspension von unter 20% 
Gewicht pro Volumen verwendet wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 60 
zeichnet, daB die Mikropartikel eine hydrophobe Ober- 
flache aufweisen. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Mikropartikel eine GroBe von 50 nm bis 

25 um haben. 65 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Mikropartikel aus Polystyrol-Latex beste- 
hen und gegebenen falls Magnelit enthalten. 



6. Verfahren nach cincm der vorhcrgchenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB das Proteinmaterial 
eine hydrophobe Oberflache aufweist. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeich- 
net, daB das Proteinmaterial eine GroBe von 20 nm bis 
0,3 um hat. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich- 
net, daB das Proteinmaterial polymerisiertes Streptavi- 
din ist. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB eine Sedimentation 
der Mikropartikel vermieden wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Sedimentation durch Riihren, Umpumpen, 
Einleitung von Dispergierenergie oder jedwede Kom- 
bination solcher MaBnahmen oder durch andere geeig- 
nete physikalische Methoden verhindert wird. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB vor und/oder 
nach der Bestrahlung mit UV-Licht eine Abtrennung 
von nicht oder nur schwach adsorbiertem Proteinmate- 
rial erfolgt. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB mehrere aufeinanderfolgende Abtren- 
nungsschritte durchgefiihrt werden. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB nach jedem Abtrennungsschritt der Puf- 
fer gewechselt wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 11,12 oder 13, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Abtrennung durch Membran- 

• filtration erfolgt. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB cine Membran mit einem Porendurch- 

. messer von 0,4 um bis 2,5 um verwendet wird. 

• 16. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
. sprtiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Wellenlange 

• des verwendeten UV-Lichts mindestens 340 nm be- 
tragt. 

17. Protein-beladene Mikropartikel, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sie durch das Verfahren nach einem der 
vorhergehenden Anspruche erhaltlich sind und daB sie 
eine geringere Blutungsneigung aufweisen als nach 
herkommlichen Methoden der adsorptiven Kopplung 
hergestellte Protein-beladene Mikropartikel. 

18. Protein-beladene Mikropartikel nach Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Protein SA-Poly ist 
und die Bindekapazitat der SA-polybeladenen Partikel 
> 250 ng/mg (Biotin/Partikel) und die Blutungsnei- 
gung < 80 ng/mg bei Raumtemperatur betragt. 

19. Vorrichtung zur Anwendung des Verfahrens nach 
einem der Anspruche 1 bis 16, umfassend mindestens 
je eins der folgenden Module, die miteinander durch 
Leitungen verbunden sind 

(a) Beladereaktor (1), welcher mit einem Heiz- 
mantel (11) und einer Ruhrvorrichtung (10) aus- 
geriistet ist, 

(b) Belichtungsmodul (2), welches aus einem au- 
Beren, fiir UV-Lichtdurchlassigen Rohr (12) und 
einem unbefesugten inneren Kdrper (13) mit ei- 
nem kleinerem Durchmesser als der Innendurch- 
messer des auBeren Rohres (12) aufgebaut ist, so- 
daB die Partikelsuspension durch den rohrfdrrni- 
gen Spalt (15) zwischen dem auBeren Rohr (12) 
und dem inneren Korper (13) geleitet wird und 
den inneren Korper freischwimmend halt, und 
wobei das auBere Rohr von einer UV-Lichtquelle 
(14) umgeben ist. 

20. Vorrichtung nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
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zeichnet, daB sic weitcrhin folgcndc Module umfaBt: 

(c) Abtrennmodul (3), welches aus einer Mikro- 
filtrationseinheit aus Membranen besteht, 

(d) Abfullmodul (4), 

wobei alle Module so beschaffen sind, daB eine Sedi- 5 
mentation der Partikelsuspension vermieden wird. 

21. Vorrichtung nach Anspruch 19 oder 20, dadurch 
gekennzeichnet, daB alle Module wahrend des laufen- 
den Betriebes einzeln sterilisierbar sind. 

22. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 19 bis 21, 10 
dadurch gekennzeichnet, daB sie ein geschlossenes Sy- 
stem darstellt. 
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